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論 文 内 容 要 旨
緒 言
薬 物 の代 謝 に 関与 す る酵 素 系 はそ の数 が極 め て 多 く,し た が って それ らに関 す る研 究 は 多 岐 に
わ た って い る 。肝 ミク ロ ゾ ー ム に局 在 しNADPHと02を 要 求 す る狭 義 の 薬物 代 謝 酵 素 に関 す る
研 究 は,1955年 頃 よ りB.B,Brodie一 派 に よ り開始 され今 日で はそ の 大 部 分 が解 明 され つ
つ あ る 。 しか し他 の酵 素 郡,中 で も加 水 分解 酵 素(以 下水 解 酵 素 と略 記)に 関 しては そ の 知見 が
比較 的 少 く,生 体 に対 す る異 物 代謝 を考 え る上 で重 要 な課 題 と して残 され て い る 。Krischら は
1963年 よ り主 と してacetanilideを 中心 と した エ ステ ル また は ア ミ ド結 合 を もつ 化 合 柳 の
代 謝 を 中心 に精力 的 な砺 究 を進 めて い る。 そ れ らの知 見 は ア ミダ ー ゼ また は エ ス テ ラー ゼ研 究 に
大 き な貢 献 を して お り,Augustinssonお よ びAldridgeら の この分 野 にお け る先 駆 的 研 究 に
続 くもの で あ る。1966年,Satohは ヒ ドラジ ン系 モ ノ ア ミ ン酸化 酵素(以 下MAOと 略記)
阻 害 薬 の 一 つ で あ るi§ocarb-oxazid(以 下ISOCと 略 記)の 薬 効 が 動物 種,日 令 な.どによ り著
し く異 な る こと に着 目 し.本 薬 物 の代 謝 系 に種差 の あ る こ とを 推 定 した 。著者 は この点 に興 味 を
持 ちISOCの 代謝 酵 素(以 下ISOCア ミダ ー ゼ と略 記)に 関 して 生 化 学 的薬 理 学 の立 場 か ら こ
の問 題 を 詳 細 に検 討 す る こ とと した 。以 下 に.研 究 内容 につ い て論 述 す る。
1.Benzylhydfazine(BZH)の 簡 易定 量 法 の 検 討
ISOCを 基 質 とす る代 謝 酵 素 の研 究 に はそ の 主 代 謝 産物 で あ るBZHの 定 量 法 の検討 が 要 求
され る 。BZHの 蛍 光 定 量 法 は す で にRothandRiederに よ り報 告 され て い る が,そ れ は複雑
な手 法 と特殊 試薬 を必 要 とす る た め必 ず しもす べ ての 目的 に適 して い る とは言 え な い。 そ こで 著
者 は次 に 述 べ る様 な簡 易 で か つ高 感 度 を 示 す方 法 を 確 立 した 。 す な わ ち生 体 試 料 を メ タ リン酸 で
除 蛋 白 後5%ジ メ チ ル ア ミノ ベ ンズ ア ル デ ヒ ドア ル コー ル 溶液 と氷 酢 酸 の2:1(v/μ)混 液
を 加 え30分 以 上 室 温 に放 置 俵,490nmで 比色 定 量 す る 。本 法 に よ る定 量 限界 は約2.44μg/
酩 で あ り,こ れ は蛍光 法 と大 差 がな い 。 ラ ッ トの脳,肝,腎 の ホモ ジ ネー トお よ び血 液 に既 知 量
のBZHを 添 加 しそ の 回収 率 を 検討 した 所平 均99.15%と い う満 足 す べ き結 果 を 得 た 。 した が
っ て本 研 究 に おけ るBZHの 定 量 はす べ て本 法 に よ り行 った 。1
2.ISOCア ミダ ー ゼの 種差,性 差,日 令差 お よ び酵 素 誘 導 剤 の影 響
標 準 イ ンキ ュベ ー シ ョ ンメ ジ ウ ムは酵 素 標 品1.0認,基 質(ISOC,3×10『3M)1.0π6お よ
び0.2Mリ ン酸緩 衝 液(pH7.0)1.0解 を 加 え て37℃,1時 間 イ ンキ ュ ベ ー ト し生 成 した
BZH量 を 測 定 す る こ とに よ り酵素 活 性 を算 出 した 。異 な る動物 種 の 酵 素 活 性 を 比 較 した 場 合 モ
ル モ ッ ト肝 で 最 も高 い活 性 を 示 し,以 下 家兎,ラ ッ ト,マ ウ スな どで あ る 。サ ル ,ウ シ,ブ タな
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ど は ラ ッ トと同程 度 か そ れ以 下 で あ る所 か ら動 物 の 大 き さ と は必 ず し も並 行 しな い 。 ラ ッ トの 場
合本 ア ミダ ーゼ は生 後4日 目 まで は 酵素 活 性 が全 く検 出 され ず,そ の 後 除 々に 増 加 し60日.目 に
達 トて ほ ぼ 一定 値 と な る。 また雄 は一 般 に雌 に比 較 して高 い活 性 を 有 す る 。次 に酵 素 誘 導 に 関す
る知 見 か ら.ISOCア ミダー ゼ はphenobarbital連 続 投 与 によ り活性 が著 し く増 加す る が ,
3-methylcholanthreneで は何 の効 果 も示 さ な い。ISOCア ミダ ーゼ は3種 の合 成 ペ ニ シ
リン剤 を も水 解 す るが,同 様 にprocaineも 優れ た 基質 とな り得 る。 そ こ でISOCとprocaine
の両 者 を 比 較 検討 した所.㎞ 値 につ い てはISOCで は0.13xlOつM ,procaineで は0.53x
lザ 『Mで あ り,Vmaxは 前 者 で17mμmσiesproduct/mgprotein/30分 で あ り 後 者 は
67で あ る 。 さ らに金 属,各 種 阻 害 剤 な ど によ る影 響 も両 者 閤 で 大 差 はな く,こ れ ら2種 の物 質
は本 醗素 に対 して極 め て 類似 の性 質 を持 っ て い る こ とが 認 め られ た 。 さ らにinvivoでphenq-
barbital前 処 置 によ る1procalneの 代 謝 を 検 討 した所,明 らか に代 謝 酵 素 の誘 導 に基 く 代謝 の
促進がみ ら砲洞 時に測定 した…6…eの 燗 物であるパラア・ノ難 香酸1瑚 らかた増力・し
..
た 。逆 にISOCア ミダ ーゼ の阻 害 剤 で あ るEPNの 前 処 置 によ りprocaineの 代 謝 は顕 著 に抑 制
され,そ の結 果 代謝物 は無 処 理 群 に比 較 し極 め て低 濃 度 に と どま った 。
3.ISOCア ミダrゼ の精 製 と酵 素 化 学 的 性 質
モ ル モ ッ ト肝 ホ モ ジネ ー トか ら常 法 に よ り ミク ロ ゾ ー ムを 分離 しそれ を さ らにtrypsinに よ
り可 溶 化 した 。 次 に硫 安 分 画,Sephadex(ミ25わ よ びDEAECellu豆oseカ7ム を用 いてNaC董
擦 液 に よ る連 続 密 度 勾 配法 によ り分離,精 裏 した 。以 上 の各 段 階 を 通 じて最 終的 に得 られ た標 品.
を ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 を用 い 七単 一 タ ンパ クで あ る こ とを 確認.した後,そ れ につ い'
て酵 素 化 学 的 諸 性質 を 検 索 した 。
a)細 胞 内局 在 性 は ミク ロゾ ー ム 画分 に総 活 性 の約87%が 見 出 され ,'そ の他 ミ トコ ン ド.リ.ア
(9,0009110分),リ ソゾ ー ム(.15,000920分)、 重 ミク ロゾ ー ム(56,0009:
20分)な どの 各 画分 に も活 性 が あ った 。 これ に対 して上 清 画 分 に は全 く存 在 しな か った 。
b)阻 害 実験 と して は 、一 般 に酵 素 反 応阻 害 薬 と して知 られ て い る化 合 物 を 用 いそ あ 作 用 を検
討 した 。 そ の 結果p-chloromerwribenzoat:e(PGMB).SI(F .525※Aな どで は1x10-4M
で 顕 著 な 阻害 が認 め られ た が,EDTA,KCN.モ ノ ヨ ー ド酢 酸 な どで は1mMで さえ 全 く 阻 害
がな か った 。 ま た グル タチオ.ン,セ ステ イ ン 、.dithiothreitol(DT偲)な ど.の還元 剤 で は 特 に
活 性化 は み られ な か ったが,PCMBに よ る阻害 はDTTの 添 加 に よ'り回 復 した 。 これ らめ事 実 は
本 酵 素 がSH基 を 有 す るこ とを 示 唆 して い る 。二 価 金 属 に つ い て はHg;Znな どで 顕 著 に 阻 害
され た が賦 活 効果 は い ずれ の場 合 に おい て も見 られ な か った 。
・按 定断 種 々の条件下で検討 し師 ・一・・℃では約 ・ケ朋 活性唖 下はみ られず迦
温 す る こ とに よ り45℃ まで は 一 定値 を 保 ち,そ れ 以 上 で は徐 々 に低 下 しな が ら55℃ で完 全 に
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失活 す る。
d)A丑drewsの 方 法 に従 いSephadexG200を 用 い て分 子 量 を 推定 した 結 果,210,000±
10,000で あ った 。
e)4種 類 の緩 衝 液 を用 い至 適pHを 検討 した と ころ,8.0-8.5に そ の ピー クが 認 め られ そ
の 際緩 衝 液間 の差 はみ られ な か った 。 また20種 類 以 上 の ア ミ ドは ま た エ ス テ ル結 合 を もつ化 合
物 につ いて 基質 特 異 性 を 検 討 した所,ISOCの 他phenethicillin,propicillinな どの 合成
ペ ニ シ リ ンお よ び ペ プ チ ダ ーゼ の合 成 基 質 の 内 ア ラニ ン,ロ イ シ ン,フ ェ ニ ル ア ラニ ンな ど の β
一ナ フチ ル ア ミ ドが基 質 とな り得 た 。
4.妊 娠 ラ ッ トにお け るISOCの 代 謝 と組 織 内 モ ノア ミン 酸化 酵 素(MAO)活 性 な らび に胎
児 に対 す る毒 性
ISOCのMAO阻 害 効 果 は 主 と して 代謝 物 で あ るBZHに 基 く こ と が 知 られ て い る。 こ こで
は第 一 に妊 娠 ラ ッ トにお け る子 宮,胎 盤,肝 お よ び血 漿 中 のMAO活 性 の変 動 と観 察 した 。 そ の
結 果胎 盤 で は12日 目か ら16日 目 にわ た り急速 に活 性 が上 昇 しそれ 以 後 は22日 目まで ほ ぼ一
定 とな る。 これ に対 して子 宮 で は8日 目以降 減 少 し1.6日 目 か ら一 定 値 を 保 つ 。 またISOGア
ミダ ーゼ は全 期 間 を通 じて大 きな変 動 が み られな い 。 次 に 妊娠17日 目 にISOCを 母 体 に投 与
し24時 間 に わ た り 組 織 内BZH量 お よ びMAO活 性 を測 定 した所,肝.胎 盤,子 宮 な どで は
1～2時 間後 に最 高 値 を 示 し,そ の 際 羊 水,胎 児 肝 か らも検 出 され た 。 これ はBZHが 容 易 に 血
液 一胎 盤 関門 を 通 過 し て胎 児 へ 移 行す る こ とを示 して い る 。 ま たISOC投 与 後15-24時 間
にお い て母 ラ ッ トが 何 ら異 常 を 示 さ な い 状 態 で も胎 児 の 大半 は死 亡 した。 これ は 明 らか にMAO
活 性 の阻 害 と直 接 に関 連 が あ る こ とを 示 す もの で あ る 。
5.有 機 リ ン化 合 物 に よ るISOCア ミダ ーゼ の阻 害
あ る種 の エ ス テ ラー ゼ は有 機 リ ン系 殺 虫 剤 に よ り強 力 に阻 害 され るこ とが 知 られ て い る。本 ア
ミダ ー ゼ につ い て もそ の 阻 害 効 果 をpept、idase.cholineSterase(ChE)な どと比較 検討 し
た 。例 え ばEPN10㎎/陶 投 与 に よ り60分 後 に血液ChEで は約30%の 阻 害 に と ど ま っ たが,・
ISOCア ミダ ーゼで は完 全 に阻 害 され た 。 さ らに 低用 量 で 試み た所,ChEで は 全 く阻 害 が み
られ な いo.5㎎/鱒 でISOCア ミダ ーゼ活 性 は対 照 の約50%に まで 減 少 した 。.ノまた0.5卿 ノ簿
のEPNを3日 間 連 続 投 与 し続 く4日 間}とわ た りそ の 回復 を観 察 した所,EPN投 与 期 間中 は活 性
の 低 下 が顕 著 で あ るが, .中止 に よ り活 性 の 回 復 が著 る しい 。並 行 し て行 った ア セ トアニ リ ドを基
質 と した場 合 は酵 素 活 性 の回 復 が 極 め て遅 い 。 これ らの知 見 はISOCア ミダ ー ゼ がChEに 比較
し有 機 リン系 殺 中剤 に対 して高 感受 性 を有 す る こと を 示 す もの で あ る 。他 方,プ ラ ス チ ッ ク工 業
で 可塑 剤 と して用 い られ て い るtricresylphosphatelこ 微 量:混在 して い る オ ル ト異 性 体(TO
CP)は 神 経 毒 と して広 く知 られ てい る 。本 物 質 は1御/醇 の低 用 量(LD50の 約1/1000)で
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さえISOCア ミダ ーゼ を約40%阻 害 した 。興 味 あ る こ と に この 種 の組 害 は雄 が 雌 に比 べ 強力で
あ る こ とか ら,TOCP代 謝 物 がそ の本 体 で あ るこ とが考 え られ,事 実 そ れ を 裏 付 け る い くつ か の
知 見 が得 られ て い る。
結 論
以 上 述 べ た 内容 を 要約 す る と次 の様 に結 論 づ け る こ とが 出来 る 。す なわ ち肝 ミク ロゾー ム,特
にsmooth-ERに 主 と して存 在 す る ア ミダ ーゼ は薬 物 で あ るISOC・.procaineの 代謝 に重要 な
役 割 を 持 っ てお り,・この 水解 酵 素 は エ ス テ ラーゼ お よ びペ プ チ ダ ーゼ 様 作 用 を も有 して い る 。ま
た膜 結 合 性 酵 素 と してERのintegrityさ を知 る上 で 一 つ の指 標 と な り得 る。 さ ら に酵 素 活性 に
お け る著 しい 動物 種 差 は本 酵 素 に よ り代 謝 され る以 来 物 質 の薬 効 。毒 性 を 推 測 す る際 大大 き な糸
口を 与 え る もの で あ る。 ま たphenobarbitalで 極 め て強 力 に酵 素 誘 導 され る事 実 は,臨 床 面で
本薬物 の幡 患都 お・'てしばレばみ られる・r・ca… の局酷 酔効果の溺 身という現象曝 決
を 与 え る もの と考 え て よ い。 他方,毒 物 学 的観 点 か ら考 察 す る と,本 酵 素 は有 機 リン系 殺 虫 剤 に
極 め て高 い感受 性 を有 し,従 来 知 られ てい るChEに 比べ はるか に高 感度 で あ る。 した か って こ れ
らの 農 薬 に よ る 中毒 を 予知 す る上 で 有 用 な 手 段 とな る・ 同様 の こ と}ま今 日広 く 用 い ら れ て い る
tricresylphosphate中 に微量混 在 す るオ ル ト異 性 体 の毒 性 を検 索 す る際 に も応 用 す る こ とが
出来 る。 最 後 に,こ こで研 究 対 象 と した 水解 酵 素 はnon-specific.esteraseの 一 種 と考 え ら
れ,そ の 種 た る作用 は体 内構 成 成 分 よ りは な しろ外 来 物 質 の 代謝 を 司 さ ど るた め の もの と推測 さ
れ る 。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 論 文 は薬 物 代謝 酵 素 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム ア ミダ ー ゼ に つ い て生 化 学 的 薬 理 学 の立 場 か ら検 討 した ・
もので,大 要 下 記 の 新 知 見 を 得 て い る。
1)本 ア ミダ ー ゼ は主 と して ミク ロゾ ー ムに局 在 し,著 しい 種 属 差 を 有す る 。 す な わ ち,モ ル
モ ッ トで最 大 の活 性 が 見 出 され,以 下 家忠.サ ル,ブ タ,ラ ッ ト,マ ウ スの 順 で あ る。 ま た組 織
内分 布 を検 討 した 結 果,肝 で最 も多 く膵,腸,腎 な どが これ に続 く。興 味 あ る こ とに は血 液 中 の
酵 素 活 性 は極 め て低 く,脳 に は殆 ん ど認 め'られ な い 。 さ らに本 酵素 はphenobwbitalに よ り強 力
な 酵 素 誘 導 が か か るが,3-methylcholanthreneで は全 く無 効 で あ る。.
2)モ ル モ ッ ト、ミ クロ ゾニ ムを材 料 と して本 酵 素 の精 度 を 試 みた 所,そ の分 子 量 は210,000
±10,000と 推 定 され 、Hぎ+,Zn2+な どの金属 により阻 害 され る 。 標 準 基質 と して用 い たiso-
carboxazidに 対 す る㎞ お よ びVmax値 は各 々2.1×10でMお よ びa6μmoles/磁/minで
あ る。 また い か な る 金 属 によ って も賦 活 され る こ とは な い 。
3)本 ア ミダ ー ゼ は あ る種 の有 機 リン系 殺虫 剤 によ り極 め て 強 く阻 害 され る 。 この 事実 は こ の
種 の 化 合物 の構 造 一活 性 相 関 を毒 物 学 的 立場 か ら知 る上 で重 要 な 示 唆 を 与 え る も ので あ る 。 また
脱 髄 に よ る神 経 障 害 起 物 質 と して知 られ て い るtri-o-cresylphosphateは,本 研究 で 試 み
た す べ て の 阻 害物 質 の 中で 最 大 の効 果 を 示 し,rLD50値 の約1/1000で 十分 に その阻害がみ られ る。
4)プ ロ カイ ンの 代謝 に 関与 す る血 清 水 解 酵素 につ い て は今 日ま で多 くの報 告 が あ る。 しか し 』
肝 ミク ロ ゾー ム ア ミダ ーゼ に よ る もの は比 較 的 少 く.本 酵 素 をphenobarta1で 誘 導 す る か また
信逆 にSKF525-Aを 前 処 置 す る こ と によ り.プ ロ カイ ンの 代謝 速 度 が顕 著 に促 進 また 遅 延す
る 。 この 事柄 は プ ロ カイ ンの み な らず類 似 構 造 を もつ 他 の局 所麻 酔 薬 に お い て も容 易 に推 測 され
る所 で あ り,臨 床 上 そ の重 要 性 を示 唆 して い る 。r
5)本 論 文 で研 究対 象 と した 水 解 酵 素 は,ア ミ ド結 合 の み な らず エ ス テ ル結 合 を も水解 す る 性
質 を もつ こと か らnonspeciticesteraseの 範 ち ゅ うに分 類 され るべ きで あ り,こ の 種 の酵 素
/
は体内構成成分よりはむ しろ異物の代謝をその目的としていると考え られる。
以上のとおり本研究は肝アミダーゼに関 して多 くの新知見を加えたもので,博 士の学位を授与
するに値よると認められる。
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